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(57) Abstract 



Process in which microorganisms equiped with a plasmid vector, pGL4, constructed by molecular biological techniques, 
can be used as biosensors for mercury compounds. A gene complex {mer-Operon) inductible by mercury ions is combined by mo- 
lecular cloning with the luciferase (LUX) gene system of Vibrio Harveyi. The arrangement of the two gene units is designed so 
that the mer-Operon promoter, which is positively regulated by mercury compounds, also controls the traascription of the LUX 
genes. As a result, microorganisms transformed with plasmid pGL4 respond to increasing quantities of mercury cations in the 
surrounding medium with an increase in their emitted bioluminescence. The process is absolutely specific for mercury, rapid and 
highly sensitive: the proven limit for mercury ions is approximately 0.2 ppb, i.e., 5 times lower than the detection threshold for the 
most powerful established methods (atomic absorption spectrometry), which detect 1 to 5 ppb of mercury and require a consider- 
able quantity of apparatus. A further advantage of the invention is the possibility of determining measurement values (biolumin- 
escence signals emitted by microorganisms transformed by plasmid pGL4) without direct contact between the biosensor and the 
signal-amplification unit (bioluminescence apparatus). The method therefore pennits simple, continuous, on-line determination 
of critical mercury concentrations. 

(57) Zusanimenfassung Es wird ein Verfahren beschrieben, bei welchem Mikroorganismen nach Ausstattung mh einem 
durch molekularbiologische Techniken konstruierten Plasmidvektors, pGL4, als Biosensoren fur Quecksilberverbindungen einge- 
setzt werden konnen. Grundlage der Erfmdung ist die Korabination eines durch Quecksilber-Ionen induzierbaren Gen-Komple- 
xes {mer-Operon) mit dem Luciferase (LUX)-Gensystem von Vibrio-Harveyi durch die Technik der molekularen Klonierung. Da- 
bei ist die Anordnung der beiden Gen-Einheiten so konzipiert, dass der durch Quecksilber-Verbindungen positiv regulierte 
Promotor des mer-Operons auch die Transkription der LUX-Gene steuert. Als Konsequenz antworten mit Plasmid pGL4 trans- 
formierte Mikroorganismen auf zunehmende Mengen an Quecksilber-Kationen in dem sie umgebenden Medium mit ciner Erho- 
hung der von ihnen emittierten Biolumineszenz. Das beschriebene Verfahren ist absolut spezifisch fur Quecksilber, schnell und 
hochempfindlich: Die Nachweisgrenze fur Quecksilber-Kationen liegt mit etwa 0,2 ppb um einem Faktor 5 unterhalb der Detek- 
tionsschwelle der leistungsfahigsten etabliertten Methoden (Atomabsorptionsspektrometrie), die mit erheblichem apparativem 
Aufwand 1 bis 5 ppb Quecksilber nachweisen konnen. Ein weiterer Vorteil der Erfindung ist die Moglichkeit, Messwerte (Biolu- 
mineszenzsignale emittiert von mit Plasmid pGL4 transformierten Mikroorganismen) ohne direkten Kontakt des Biosensors mit 
der Signalverstarkungseinheit (Bioluraineszenzgerat) erfassen zu konnen. Mit Hilfe des hier beschriebenen Verfahrens konnen 
deshalb kritische Quecksilber-Konzentrationen in einfacher Weise permanent und "on-Une" erfasst werden. 
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Verfahren zum Nachweis von Quecksilber mit Hilfe von 
durch Quecksilber zu erhohter Biolumineszens ange- 

regter Mikroorganismen 

Inhalt der hier beschriebenen Erfindung ist ein Nachweisver- 
fahren fiir Quecksilber-Verbindungen mit Hilfe von Mikroor- 
ganismen als Biosensoren. Der gemessene Parameter, anhand 
dessen sich unterschiedliche Quecksilber-Konsentrationen 
sensitiv und ohne Zeitversogerung erfassen lassen, ist die 
Intensitat des von den Organismen emittierten Biolximineszenz- 
signals. Grundlage der Erfindung ist die Korabination eines 
durch Quecksilber-lonen induzierbaren Genkoinplexes rait dem 
Luciferase-Gen aus Vibrio Harveyi durch die Technik moleku- 
larer Klonierung. Der resultierende Plasmidvektor , pGL4, ist 
so konstruiert, daB mit ihm transf ormierte Mikroorganismen 
auf erhohte Quecksilberkonsentrationen im Wachstumsmedium 
mit einer erhohten Biolumineszenz reagieren, Mit dem hier 
beschriebenen Plasmidsystem, pGliA , ist es moglich, verschie- 
denste Mikroorganismen in fiir Quecksilber-lonen spezifische 
und empfindliche Biosensoren zu verwandeln. 

Konventionelle MeBverfahren zur Bestimmung von Schwermetall- 
Konzentrationen 

Viele Schwermetalle sind als Spurenelemente, d«h. in gerin- 
ger Konsentration, ftir den erf olgreichen Ablauf physiolo- 
gisch wichtiger Reaktionen in lebenden Organismen von Bedeu- 
tung. In hoheren Konzentrationen liberwiegen bei vielen die- 
ser Elemente allerdings toxische Effekte. Die ausgepragte 
Toxizitat von Quecksilber-lonen ergibt sich aus deren Ten- 
denz, mit Sulfhydryl-Gruppen von Cysteinen in Polypeptid- 
Ketten, sogenannte Mercaptide zu bilden. Dieser Effekt ist 
besonders nachteilig flir den organismus, wenn durch die vor- 
genannte Reaktion das aktive Zentrum eines Enzyms irrever- 
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sibel verandert und das Enzyiii dadurch unwirksam wird. 

Schwermetalle , wie Quecksilber, werden bislang nachgewiesen 
durch Methoden wie i) Potentiometrie, ii) Massenspektrome- 
trie, iii) Atomabsorptionsspektrometrie* Bei diesen etablier- 
ten Nachweismethoden geht im allgemeinen eine hohere Genau- 
igkeit, d.h. niedriger liegende Nachweisschwelle, einher mit 
hoherem apparativera und seitlichem Aufwand. 

In der vorliegenden Erfindung wird nun ein MeBverf ahren be- 
schrieben, bei dem mit Hilfe von Mikroorganismen als Biosen- 
soren Quecksilber-Ionen, spezifisch, sensitiv, mit: geringem 
Aufwand und schnell nachgewiesen werden konnen. 

Stand der Technik bei der Verwendung von zur Biolumineszenz 
fahicren Mikroorganismen als Biosensoren 

In der wissenschaf tlichen - wie der Patentliteratur - ist 
die Veirwendung von Mikroorganismen bei der Bestimmung toxi- 
scher Stibstanzen, z.B, in wasserigen Fliissigkeiten (US-PS 
3 981 777), sowie der Bestimmung von Antibiotika-Konzentra- 
tionen (EP.No. 02000 226) beschrieben. Diesen Anwendungen 
liegt die Erf assung des Wachstxims der Testorganismen durch 
klassische Methoden wie Triibungsmessungen, Auswerten der Ko- 
lonienzahl und -groBe nach durchschnittlich mehr als 18 h 
zugrunde . 

In j lingerer Zeit ist das sehr erapfindliche und schnelle Ver- 
fahren der Biolumineszenz hinzugekoramen ; bei diesem bedient 
man -sich natiirlicherweise Biolumineszenz emittierender (PCT/ 
US 84/01217), Oder im Labor durch Anwendung molekularbiolo- 
gischer Methoden zur Biolumineszenz befahigter (Prioritat 
vom 03.10.88, P 38 33 628.6-41) Mikroorganismen. Beiden 
letztgenannten Verfahren ist gemeinsam, daB durch den Ver- 
gleich relativer Absterberaten unterschiedlich sensitiver 
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b2W, resistenter Mikroorganismen via Biolixmineszenz die Er- 
fassung genereller Toxizitat in einfacher Weise moglich ist. 
Im Sonderfall spezifisch resistenter Organismen, deren Bio- 
liiinineszenz-Signal in Anwesenheit einer Testsubstanz nicht 
abnimmt, besteht auBerdem die * Moglichkeit zur Identif ikation 
derjenigen Substanz gegenuber welcher Resistenz vorliegt. 
Die Identif ikation einer definierten Substanz ohne Kontroll- 
Messungen alleine aufgrund einer positiven Korrelation des 
erfaBten Mefisignals mit ansteigender Konzentration des frag- 
lichen Toxins ist mit den vorgenannten Mefisystemen nicht mog- 
lich. 

Beschreibung der Erfindung 

Inhalt der im folgenden beschriebenen Erfindung ist ein Ver- 
fahren, bei dem- entsprechend ausgeriistete Mikroorganismen 
auf steigende Quecksilber-Konzentrationen in ihrem Umgebungs- 
medium mit einem erhohten - statt wie beim Stand der Technik 
im Resistenzf all gleichbleibenden bzw. sich langsam abschwa- 
chenden - Biolumineszenz-Signal reagieren. 

Kernstlick der Entwicklung ist dabei ein mit den Methoden mo- 
lekularer Klonierung geschaffener Plasmid-Vektor , in welchem 
Telle eines durch Quecksilber induzierbaren Operons derge- 
stalt mit dem Lucif erase ( LUX ) -Genkomplex aus Vibrio Harveyi 
verbunden sind, daB auch das fur die Biolumineszenz der Mi- 
kroorganismen verantwortliche LUX-Gen der positiven Kontrol- 
le durch Quecksilber-Ionen unteriiegt. Bei diesem durch 
Quecksilber induzierbaren Gensystem handelt es sich xim das 
sogenannte mer -Operon aus Plasmid RlOO (Jackson, W,J. und 
summers, A.O. (1982) J. Bacteriol. 149, 479-487), welches 
seinem Tragerorganismus die Eigenschaft der Resistenz gegen- 
uber Quecksilberverbindungen bis zu einer Konzentration von 
50 iJjTiol/l verleiht. 
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Das Phanomen der Resistenz beruht auf dein Zusammenwirken 
dreier Polypeptide, die von einer polycistronischen Boten- 
RNA enkodiert warden. Nach Induktion des mer-Operons durch 
Quecksilber wxrd die Boten-RNA in verstarktem Mafie gebildet, 
ins Cytoplasma transportiert und dort in die drei von ihr 
enkodierten Polypeptide trans latiert: i) mer-R, ein auf die 
Transkription des mer -Operons insgesamt positiv wirkendes 
Regulator-Protein, ii) mer-TPC, ein Polypeptide welches 
Quecksilber-Ionen komplexiert und ihren Transport ins Zell- 
innere bewerkstelligt und iii) mer-A, eine Reduktase, die 
(durch tibertragen zweier Elektronen) Hg'^'-Ionen in die fliich- 
tige und ungef ahrliche Oxidationsf orm Hg° liberflihrt. 

Fiir die f unktionierende Detoxifikation von Quecksilber-Ionen 
spielt letztlich die von mer-A enkodierte Reduktase die ent- 
scheidende Rolle: Mikroorganismen^ deren mer-Operon insge- 
samt intakt ist, die aber eine Mutation im Quecksilber-Re- 
duktasegen haben, sind nicht langer resistent gegeniiber 
Quecksilber (Hg^), sondern pragen einen hyper sensitiven Pha- 
notyp gegeniiber Quecksilber aus (Hg®^). Die Ursache fiir die- 
ses Phanomen liegt darin begrlindet, daB mit Hilfe des intak- 
ten Transportproteins (mer-TPC) Hg+^-Ionen - relativ zu Mi- 
kroorganismen, die das Resistenz-Plasmid nicht tragen (Hg^- 
Phanotyp) - in effizienter Weise in das Zellinnere translo- 
kalisiert werden, dort aber nicht redusiert und damit deto- 
xifiziert werden. 

Es ist letztlich diese Konstellation eines gegeniiber Queck- 
silber hypersensitiv reagierenden Bakterienstammes , bei wel- 
chem anstelle des mer-A-Reduktasegens durch molekulare Klo- 
nierung der Lucif erase-Genkomplex aus Vibrio Harvevi tritt, 
die dem im folgenden beschriebenen Verfahren zugrunde liegt. 
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Konstruktion eines durch Quecksilber-Ionen zu erhohter 
Transkription eines Luciferase-Genkomplexes induzierl:en 
genetischen Regulationssystems ; Plasmidvektor pGL4 

Ausgangsplasmid bei der Klonierung eines pGL4 genannten Plas- 
. mides , das einen durch Quecksilber-Ionen transkriptionell 

stimulierten LUX-Genkomplex enthalt, war Plasmid pDG106 
(Gambiil, B.D. und Summers , A,0., (1985) GENE, 39, 293-297), 
welches neben einem intakten, d.h. Resistenz gegen Quecksil- 
ber vermittelnden, rner-Operon zusatzlich ein Kanamycin-Re- 
sistenzgen aufweist. Aus pDG106 wurde mit Hilfe etablierter 
molekularbiologischer Techniken ein 2,1 Kilobasenpaare (KB) 
langes Restriktionsf ragment (EcoRl-BamHl) entfernt, so dafi 
ein 5,7 KB grofies Vektorplasmid resultierte. Durch diese Ma- 
nipulation ( EcoRl-Restriktion) wird das mer -A Gen partiell 
deletiert, woraus - bedingt durch das Fehlen der funktionel- 
len Quecksilber-Reduktase - der hypersensible Hg^^-Phanotyp 
resultiert; die Kanamycin-Resistenz bleibt hingegen intakt 
und kann demzuf olge zur Selektion in der anschlieiSenden Klo- 
■A nierung verwendet werden. 

Der in den oben beschriebenen Plasmid-Vektor zu klonierende 
LUX-Genkomplex aus Vibrio Harvevi wurde als 3,1 KB langes 
Sail -BamHl-Restriktionsf ragment, das keine Promotorsequenzen 
enthalt, aus einem gangigen LUX-Plasmid isoliert* Um Kompati- 
bilitat der 5' - d.h. "am Anfang" - des LUX-Gens gelegenen 
Sall-Schnittstelle mit der EcoRl-Schnittstelle des vorberei- 
teten Vektors herzustellen, bot sich eine zusatzliche Klo- 
nierung als Zwischenschritt an. Zu diesem Zweck wurde das 
45 Basenpaar (BP) lange Sall-BamHl-Restriktionsf ragment aus 
der Polylinkerregion des kommerziell erhaltlichen Klonie- 
rungsvektors pBluescript (STRATAGENE, La Jolla, CA, USA) pra- 
parativ isoliert und als Adapter-Oligonukleotid an das LUX- 
Fracfment anligiert. Das Ligationsgemisch wird schlieBlich 
mit der Restriktionsendonuklease BamHl nachgespalten und 
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schlieBlich in einen Plasmidvektor der pBR-Familie (pUClS) 
kloniert. Da in dem Sall-BamHl-Adapter-Oligonukleotid eine 
EcoRl-Schnittstelle vorhanden it, kann man aus dem als Zwi- 
schenstuf e klonierten Plasmid nun den LUX-Genkomplex als 
EcoRl-BamHl-Fragment isolieren; um die Spaltung der inner- 
halb der LUX-Gens gelegenen zweiten EcoRl-Restriktionsstelle 
zu vermeiden, wurde in diesem Fall mit dem Enzym EcoRl eine 
partielle Restriktionsspaltung durchgef iihrt , wahrend die sich 
anschlieBende BaraHl-Restriktion bis zur Vollstandigkeit inku- 
biert wurde. Das so generierte 3,15 KB lange EcoRl-BamHl- 
Fragment wurde schlieBlich isoliert und in das oben beschrie- 
bene 5,7 KB groBe pDG106 Vektor-Derivat kloniert. Nach Trans- 
formation in kompetente Bakterien (E.coli, C6G0} zeigte sich, 
daB alle Kanamycin-resistenten Kolonien das gewiinschte 8,85 
KB-groBe Zielplasraid, pGL4, in stabiler Form enthielten. 

Die wesentlichen Konstruktionsmerkmale sowie eine partielle 
Restriktionskarte des Quecksilber-Indikatorplasmids, pGL4, 
sind in Abb. 1 zusammengef afit. Das Plasmid ist in lineari- 
sierter Form (Pstl) dargestellt und hat eine GroBe von 8,85 
KB* Es tragt die drei Gene des mer -Operons R, TPC und A, wo- 
bei die partielle Deletion des mer -A-Reduktase-Gens als 
"(A)A" Berlicksichtigung- findet. Der durch Hg-Ionen induzier- 
te Promotor des mer-Regulons ist in Hohe der 1 KB-Markierung 
als schraffierter Bereich dargetellt, LUX- A bzw. -B steht fur 
die die beiden Lucif erase-Untereinheiten enkodierenden Genseg- 
mente, die ohne eigene Promotorseguenzen in das 3 ' -Ende des 
mer-A-Gens kloniert wurden. 

Durch diese Konstruktionsweise wird in Plasmid pGL4, die 
Transkription der LUX-Gene und damit die Synthese des Luci- 
f erase-Enzymkompiexes unter die Kontrolle des mer -Operons 
gebracht: In Anwesenheit von Quecksilber-Ionen im Wachstums- 
medium von mit pGL4 ausgestatteten Mikroorganismen wird eine 
erhohte Biolimiineszenzrate gemessen, die letztlich zur Iden- 
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tifikation und Konzentrationsabschatzung jenes Schwermetalls 
herangezogen warden kann, 

Experimentelle Charakterisierung und Beispiele der Anwendung 
von mit pGL4 ausgestatteten Mikroorganismen 

Zur Durcnf iihrung aller im folgenden beschriebenen Messungen 
wurde ein MeBgerat der Firma BERTHOLD, Biolumat LB 9500C mit 
folgender Einstellung benutzt: 

- MeBart: Peak, - MeBzeit: 10 - Temperatur: 25^C, 

- Einstellung: manuell. 

!• Nachweisempf indlichkeit des Quecksiiber-Biosensors 

Im Hinblick auf die Nachweisempf indlichkeit von mit Plasmid 
pGL4 transf ormierten Mikroorganismen fiir Quecksilber wurde in 
einer ersten Reihe von Experimenten die Bioiumineszenz-Induk- 
tion bei C600(pGL4) als Funktion der Hg-Ionen im Umgebungs- 
medium untersucht. Eine von einer Einzelkoionie beimpfte 1 ml- 
Ubernachtkultur in Standard-Luria-Broth (LB)-Vollmedium un-- 
ter Zusatz von 30 ug/ml Kanamycin wurde 1:10 mit sterilera LB- 
Medium verdiinnt, urn je 0,5 ml der resultierenden Bakterien- 
suspension rait unterschiedlichen HgCl2-Konzentrationen zu in- 
duzieren, Ausgehend von lOO uraol/1 warden die Kulturen in 
Zehner-Verdunnungsschritten abwarts bis su 1 pmol/1 mit HgCl^ 
versetzt und einschlieBlich einer Negativkontrolle zur Er- 
mittlung des Hintergrund-Biolumineszenzsignals 35 min unter 
Schiitteln bei 30 inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation 
wurden je 0,1 ml aus jeder Verdunnungsstuf e in ein Biolumi- 
neszenzmeBgef aB iiberflihrt, mit 1 ul einer 10%igen Losung des 
Lucif erase-Substrates Decanal in Isopropanol versetzt und 
sofort mittels eines BiolumineszenzmeBgerates (s,o.) analy- 
siert. Die Ergebnisse - Mittelwerte aus drei voneinander un- 
abhangigen Einzelmessungen - sind in Abb* 2 in Form eines 
Histogramms graphisch dargestellt. Unter den gewahlten Bedin- 
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gungen flihrt schon eine HgCl^-Konzentration von 10 nmol/1 
relativ zur Hintergrund-Biolumineszenz ( Indikatorbakterien 
ohne Quecksilberzusatz im Wachstximsmedium) zu einer signifi- 
■kanten Erhohung des gemessenen Signals; bei 100 nmol/l HgCl2 
wird eine etwa ISfache, mit 1 umol/1 eine iiber BOfache Stei- 
gerung der Biolumineszenzrate relativ zu nicht induzierten 
Kontrollkulturen erreicht. Erhoht man die Schwermetallkon- 
zentration auf 10 umol/l und darxiber, so macht sich der ge- 
genuber Quecksilber-Kationen hypersensible Phanotyp drastisch 
benierkbar: die zu maximaler Transkription des Quecksilber-Re- 
gulons und damit zu maximaler Biolumineszenz induzierten Or- 
ganismen sterben infolge der sich akut auswirkenden Toxizi- 
tat des HgCl^ ab, 

Zur exakten Bestimmung der Nachweisempf indlichkeit des hier 
beschriebenen Verf ahrens wurden unterhalb einer Quecksilber- 
Konzentration von 10 nmol/1, die - wie oben gezeigt - zu ei- 
ner signifikanten Erhohung des Biolumineszenzsignals des 
Biosensors relativ zum Hintergrund flihrt, detailliertere Mes- 
sungen vorgenommen. 

Je 0,2 ml einer 6 h bei 30 °c angewachsenen, frischen Bakte- 
riensuspension von C600(pGL4), wurden mit HgCl2-Kon2entra- 
tionen zwischen 0,1 und 10 nmol/1 induziert, Nach 60 min In- 
kubation bei 37^ (wie unter 2. gezeigt wird, Idealbedingun- 
gen) wurden Biolumineszenzmessungen durchgef iihrt , deren Er- 
gebnisse in Abb. 3 graphisch dargestellt sind. Die Mefipunkte 
sind wiederum Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Messun- 
gen, deren maximale Abweichungen 10 % vom hier dargestellten 
Mittelwert nicht iiberschreiten. Geht man vom Nullwert, d.i. 
die Biolumineszenzrate nicht mit HgCl^-Ionen induzierter Kon- 
trollkulturen (350 000 gemessene Lichtsignale) aus, so liegt 
bereits der bei 0,4 nmol/1 gemessene Wert mit 400 000 aufier- 
halb der Standardabweichung, ist also ein vom Nullwert signi- 
fikant verschiedenes Ergebnis. Dies gilt umso mehr fiir die 
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urn 150 000 - also 50 % des Negativkontrollwertes - von 350 000 
auf 500 000 Lichtsignale erhohte Biolumineszenz bei Einwirken 
von HgCl^ in einer Konzentration von uin 1 nmol/1, 

Zusamraengef aBt zeigen diese Ergebnisse, daB bereits Queck- 
silber-Kationen-Konzentrationen von unter 1 ninol/1 (das ent- 
spricht bei einer Molekularmasse von 200,59 in wasseriger Lo- 
sung 0,2 ug/1 =0,2 ppb), signifikant nachzuweisen sind- Das 
hier beschriebene Verfahren ist damit unter Idealbedingungen 
im Vergleich der absoluten Nachweisgrenzen gegeniiber den am 
haufigsten verwendeten Methoden der Atomabsorptionsspektro- 
metrie, deren untere Nachweisgrenzen bei etwa 2 ug/1 liegt, 
iiberlegen (vgl. Tabelle I). 

2, Induktionskinetik des Bioluraineszenzsignals 

Eine wichtige Voraussetzung fiir meBtechnische Anwendungen 
des hier beschriebenen Quecksilber-Biosensors ist das Wissen 
um den i) zeitlichen Verlauf , ii) die maximale Signaistarke, 
iii) das Signal- zu-Rauschen-Verhaltnis sowie iv) die Stabi- 
litat des gemessenen Signals uber langere MeSzeitraume nach 
Induktion der Biolumineszenz . In Abb, 4 ist die Starke der 
gemessenen Bioliiinineszenzrate als Funktion der Zeit ab dem 
Zeitpunkt der Zugabe von 0,2 umol/l HgCi^ - also unter Bedin- 
gungen optimaler Induktion des mer -Operons (vgl. Abb, 2) - 
aufgetragen. Nach einer etwa zehnminlitigen Latenzzeit ist ein 
schneller Anstieg des Signals f estzustellen, so daB nach 35 
rain 90 %, nach 50 min 100 % der maximal erreichbaren Biolumi- 
neszenzrate erreicht werden. Der Maximalwert bleibt uber den 
MeBzeitraxim von 4 Stunden konstant. Wie im unter 1, (vgl. 
Abb. 2) beschriebenen Experiment, betragt das Verhaltnis der 
schlieBlich erreichten maximalen Biolumineszenzrate zum si- 
gnal nicht induzierter Mikroorganismen als Referenzwert et- 
wa 35- 
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Wenn auch eine direkte Linear! tat zwischen wirksamer HgCl«- 
lonen-Konzentration und gemessener Bioluminessenzrate nicht 
besteht, das direkte Ablesen absoluter Quecksilber-Konzen- 
trationen mi thin nicht moglich ist, so geben die Kinetik der 
Bioluinineszenz-Induktion und der Quotient von maximal er- 
reichtem MeBsignal und Ausgangswert zusammengenomraen wich- 
tige Informationen zur Abschatzung der HgCl^-Konzentration 
im Umgebungsmedium der Biosensoren. Bei permanenter Aufzeich- 
nung der Biolumineszenz, z*B. in der "on-line" Anwendung, 
sollte deshalb bei entsprechender MeBtechnik und computer- 
unterstiitzter Auswertung eine exakte Konzentrationsbestim- 
raung moglich sein. 

3, Selektivitat des Biosensors fiir Quecksilber-Kationen 

Bin wichtiges Kriterium fiir den Einsatz von mit pGL4 ausge- 
statteten Mikroorganismen als Biosensoren zur Identif ikation 
von Quecksilber-Kationen ist deren spezif ische Erkennung von 
Hg-Ionen* Aufgrund theoretischer Uberlegungen wie empirischer, 
chemisch-physikalischer Untersuchungen,. weisen insbesondere 
andere Schwermetalle in vielerlei Hinsicht Analogien zu Queck- 
silber auf und konunen deshalb fiir eine raogliche Beeinf lussung 
der MeBergebnisse bei der Anwendung des hier beschriebenen 
Verfahrens in Betracht. Urn die Spezif itat von mit pGL4 ausge- 
statteten Mikroorganismen fiir Quecksilber-Kationen experi- 
mentell zu iiberpriif en^ wurden je 0,5 ml C60Q(pGL4)-Bakterien 
mit 0,2 umnol/l folgender Verbindungen fiir 40 min unter Schiit- 
teln inkubiert: HgCl^; MgCl^; CaCl^; Pb(CH3COO)2; 
CdCl^; Gemisch aus alien vorgenannten Verbindungen; Hg^CNO^)^* 
Die Auswertung der Biolumineszenzmessungen ist in Abb. 5 dar- 
gestellt. 

Als Ergebnis laBt sich festhalten: 

1. Sowohl HgCl^ als auch Hg-{NO-.)^, also Quecksilber-Verbin- 
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dungen der Oxidationsstufen +1 und +2, induzieren das Biolu- 
minessenzsignal von C600(pGL4) in gleicher Hohe. 

2. Keine der anderen getesteten Verbindungen fiihrt zu einer 
Erhohung der gemessenen Biolximineszenzrate relativ zum Hin- 
tergrund . 

3, Ein Gemisch von Verbindungen, von denen einzeln nur eine 
(HgCl^) 2ur Induktion des Biosensors in der Lage ist, fuhrt 
2u einem Biolumineszenzsignal in gleicher Hohe wie sie die 
spezifisch erkannte Verbindung alleine hervorruft, 

Mit pGL4 ausgeriistete MiJcroorganismen sind, wie dieses Expe- 
riment zeigt, als Biosensoren fiir Quacks ilber -Verbindungen 
hochspezif isch und liefern deshalb auch in Losungen mit un- 
bekannter Zusairanensetzung zuverlassige Ergebnisse. 

Anwendungsmoglichkeiten von mit pGL4 ausgestatteten Mikro- 
organismen 

Als wesentliche Eigenschaf ten der hier beschriebenen Biosen- 
soren treten hervor: i) die extrem hohe Nachweisempf indlich- 
keit ftir Quecksilber-Kationen, ii ) die Selektivitat der Bio- 
sensoren fiir Quecksilber, die auch durch Anwesenheit anderer, 
z,B. Schwermetall-Ionen, im Gemisch nicht beeintrachtigt 
wird, und iii) die Moglichkeit, ohne physikalischen Kontakt 
zwischen Biosensor und Signaldetektions- bzw. Verstarkungs- 
Einheit, damit also ohne mefitechnisch bedingte Unterbrechun- 
gen, kritische Konzentrationen von Quecksilber-Kationen nach- 
weisen zu konnen. Die oben zur Charakterisierung von rait 
pGL4 ausgeriisteten Mikroorganismen durchgef iihrten Experimen- 
te stellen Beispiele fiir mogliche Anwendungen des Verf ahrens 
dar. Zxiin einen ist der Nachweis von Quecksilber in Konzientra- 
tionen unterhalb der Detektionsgrenze , die bei etablierten 
Analysemethoden bestehen, bis in den Bereich <0,5 ppb mog- 
lich, m diesem Zusainmenhang ist z*B, zu bedenken, dafi der 
international zulassige Grenzwert fiir Quecksilber-Ionen in 
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Trinkwasser bei 2 ppb festgeiegt ist, also mit der absoluten 
Nachweisgrenze bei der Atomabsorptionsspektrometrie zusam- 
menfallt. Mit dem hier beschriebenen Verfahren ist die Reeva- 
luierung bestehender Quecksilberbelastungen, z^B. bei der 
Trinkwasseranalyse, ohne groBeren apparativen Aufwand, also 
auch dezentral, moglich. Ein zweites wichtiges Anwendungs- 
feld ist durch die kontaktfreie Ubertragungsweise des MeBsi- 
gnals, Biolumineszenz , nahegelegt: Es ist moglicti, Mikroorga- 
nismen, die in Durchf luBbecken industrieller oder koinmunaler 
Klaranlagen angesiedelt werden konnen, mit Plasmid pGL4 aus- 
zustatten. Auf diese Weise wird die Daueriiberwacbung von Ab- 
wassern im Hinblick auf ihre Belastung mit Quecksilber sehr 
vereinfacht und gestattet, da das Mefiergebnis kritische Ver- 
anderungen sofort erkennen laBt^ den Aufbau eines Friihwarn- 
systems das "on-line" liber die Abwasserqualitat Auskunft ge- 
< ben kann. 
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Tabelle I 

Nachweiscrrenzen Quecksilber 

(jeweils Einzelelementbestimmung in schwach mineralsaurer Lo- 
sung) 

Analysenart : BestimmunQsgrenze ; 

ICP-AES: 10 - 20 ug/1 

ICP-MS: = 0,1 ug/1 

Graphitrohr-AAS: = 2 ixg/1 

Hydrid-AAS: = 0,5 ug/1 

Kaltdampf-AAS: = 0,001 ug/1 

pGL4-BiosensorerL: = 0,2 ug/1 
(E.coli C 600) 
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Patentansprliche 

1. Verfahren zum Nachweis von Quecksilber-Verbindungen in 
f lussiger oder gasformiger Umgebung mit Hilfe von Mikroor-- 
ganisinen definierter Spezifitat gegenuber Quecksilber, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Indi- 
katorstanome durch vektorvermittelten Gentransfer ausgestat- 
tet sind mit 

(I) einem durch Quecksilber- lonen spezifisch 
induzierbaren Gen-System (mer-Operon) 
und 

(II) einem die Eigenschaft zur Biolumineszenz 
verleihenden bakteriellen Lucif erase (LUX)- 
Genkomplex, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB daas mit pGL4 bezeichnete Plasmid foi- 
gende Konstruktionsmerkmale in sich vereint: 

(I) das Quecksilber-Regulon aus dem Quecksilber- 
Resistenzplasmid pDG106, 

(II) den LUX-Genkomplex aus Vibrio Harveyi 
sowie 

(III) ein Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamycin 
vermittelndes Gen, 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Mikroorganismen verschiedenster Her- 
kunft und Sensitivitat gegenuber toxischen Substanzen nach 
Einfiihrung des Plasmids pGL4 zu Quecksilber-spezif ischen 
Biosensoren umgewandelt werden konnen, die auf Biolumines- 
zenz -Basis arbeiten* 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Anwesenheit von Quecksilber-Ionen 
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oberhalb einer bestinnmten kritischen Konzentration zur Sti- 
mulation des durch Quecksilber-Ionen induzierbaren Promo- 
tors des Quecksilber-Regulons aus Plasmid pDG106, zu erhoh- 
ter Transkription der Gene des Operons und letztlich deren 
verstarkter Expression auf Proteinebene fiihrt. 

5 • Verf ahren nach Anspruch A , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der LUX-Genkomplex aus Vibrio Harveyi 
solchermaBen durch Klonierung in das Quecksilber-Regulon 
eingefugt ist, dafi beide Gen-Systeme gemeinsam auf einer 
einzigen polycistronischen, Boten-RNA enkodiert werden, deren 
Syntheserate in direkter Weise von der Aktivitat des durch 
Quecksilber-Kationen indusierbaren Promoters des mer-Operons 
abhangig ist. 

6, Verf ahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die durch die Anwesenheit von Queck- 
silber-Kationen oberhalb einer bestimmten Konzentration ver- 
mehrt synthetisierte RNA guantitativ in die von ihr enko- 
dierten Proteine trans latiert wird, woraus, bedingt durch 
das Vorhandensein erhohter Mengen des Enzyms Lucif erase, eine 
erhohte Biolumineszenz der eingesetzten Mikroorganismen re- 
sultiert . 

?• Verf ahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Biosensoren eine absolute Selekti- 
vitat fiir Quecksilber-Kationen aufweisen, so dafi deren ein- 
deutige Identif ikation auch aus (Schwermetall- )Gemischen un- 
terschiedlichster Zusammensetzung ohne weiteres moglich ist. 

8, Verf ahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die untere Nachweisgrenze fiir Queck- 
silber-Kationen im Bereich weniger ppb liegt, und deshalb 
die mit Plasmid pGL4 ausgeriisteten Biosensoren den meisten 
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etablierten Verf ahren fur den hochstempf indlichen Schwenne- 
tall-Nachweis , wie der Atomabsorptionsspektrometrie, in ih- 
rer Nachweisempf indlichkeit fixr Quecksilber iiberlegen sind. 

9, Verf ahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich aufgrund seiner hohen Empf indlich- 
keit und der Moglichkeit, MeBwerte ohne direkten Kontakt des 
Biosensors mit der Signaldetektionseinheit zu erfassen, fiir 
Anwendungen, die eine permanente Aufzeichnung der Quecksil- 
ber-Belastung erfordern {"on-line"), anbietet. 
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